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UTILISATION D'ANTAGONISTES DE LA PTHrP POUR TRAITER LE 
CARCINOME A CELLULES RENALES 

La presente invention a pour objet I'utilisation d'au moins un antagoniste de 

5 la PTHrP dans la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a traiter 
le carcinome a cellules renales (CCR) chez le mammifere et en particulier chez 
I'homme. De maniere avantageuse, la presente invention presente un interet tout 
particulier pour inhiber ou diminuer la croissance tumorale et/ou la formation de 
metastases dans le cancer du rein et ses evolutions metastatiques, notamment au 

10 niveau du poumon et du foie. 

La proteine apparentee a I'hormone parathyroidienne {parathyroid 
hormone-related protein, ou PTHrP) est une poly-hormone. Elle a ete decouverte 
en 1987 a partir de tumeurs hypercalcemiantes chez I'homme et est reconnue 
aujourd'hui comme etant la principale responsable du syndrome d'hypercalcemie 

15 humorale maligne, un syndrome paraneoplasique associe a un grand nombre de 
tumeurs (Philbrick W. M. et al., Physiol. Rev, 76:127-73, 1996). 

A cote des tumeurs, la PTHrP est exprimee de maniere ubiquitaire par les 
tissus normaux, ou elle apparatt notamment comme un nouveau facteur regulant 
localement la croissance, la differenciation, et la mort cellulaire. Son importance 

20 biologique est clairement mise en evidence par la mort precoce in utero des souris 
chez lesquelles le gene de la PTHrP ou celui de son recepteur (le recepteur 
commun PTH/PTHrP, ou RPTH1) ont ete invalides. Le rein n'echappe pas a cette 
regie : la PTHrP est exprimee dans toutes les composantes fonctionnels du rein 
(vaisseaux, glomerules, tubules) et y exerce des effets sur la proliferation et la 

25 differenciation cellulaire dans les conditions normales et pathologiques. Les 
inventeurs de la presente invention ont considerablement participe a la mise en 
evidence de ces proprietes. 

II a ete identifie trois isoformes de la PTHrP. Chez I'homme, le gene de la 
PTHrP (chromosome 12) code pour 3 isoformes de 139, 141 et/ou 173 acides 

30 amines (seulement les formes de 139 et/ou de 141 acides amines sont presentes 
chez les especes inferieures : souris, rats, lapins, ...). Ces isoformes contiennent 
dans leur structure primaire un certain nombre de sites multi-basiques (multi-K/R) 
qui servent de sites post-traductionnelles de proteolyse permettant de generer 
plusieurs fragments tous biologiquement actifs: un fragment amino-terminal (1-36) 
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qui contient une homologie de sequence limltee avec Phormone parathyroidienne 
(8 acides amines sur les 13 premiers sont identiques entre hormone 
parathyroidienne, nommee PTH, et PTHrP); une forme intermediate (38- 
94/95/101) et des formes carfcoxy-terminale (107-139) et probablement chez 
5 I'homme seulement une forme (141-173) (Philbrick et al. f Physiol. Rev. 76: 127- 
173, 1996; Wu et al. f J. Biol. Chem., 271: 24371-24381, 1996). En outre, des 
combinaisons des diverses formes enum6rees ci-dessus peuvent egalement etre 
des fragments de secretion. Ainsi, par exemple, au cours de I'hypercalcemie 
humorale maligne, un des fragments secretes par les tumeurs est un fragment 
10 amino-terminal contenant §galement la region intermediaire dont on ne connaTt 
toujours pas I'extremite carboxy-terminale (fragment represents par (1-?) sur la 
figure 1). 

Les roles biologiques de ia PTHrP peuvent etre resumes de la maniere 
suivante : 

15 - la myorelaxation des muscles lisses vasculaires et extra-vasculaires (fragments 
amino-terminaux), 

- la regulation du transport trans-epithelial du calcium dans le rein, le placenta et la 
glande mammaire (fragments intermediaires), 

- role majeur au cours du deveioppement qui a ete mis en evidence par la letalite 
20 precoce in utero des souris invalidees pour le gene de la PTHrP ou de son 

recepteur (Philbrick et ah, Physiol. Rev, 76 : 127-173, 1996), 

- regulation de la proliferation et de la differenciation cellulaire et egalement de ia 
mort cellulaire (tous les fragments). 

II est interessant de mentionner que les sequences multi-basiques 
25 pr6sentes dans la region intermediaire de la molecule servent en r£alite non 
seulement de sites post-trad uctionnels de proteolyse mais Egalement de sites de 
localisation nucteaire (SLN) permettant a la molecule d'etre dirig§e vers le noyau 
cellulaire et de la de reguler la proliferation, la differenciation cellulaire, et la mort 
cellulaire par des mecanismes encore inconnus. 
30 A I'heure actuelle, seul le recepteur liant les fragments amino-terminaux a 

ete don§, le recepteur commun PTH/PTHrP, denomme RPTH1. Des donnees 
pharmacologiques existent quant & Texistence de recepteurs specifiques des 
formes intermediaires et carboxy-terminales. 
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En outre, il a recemment ete montre que la PTHrP non seulement presente 
des activites angiogeniques sur les cellules endothelials en culture, mais 
egalement qu'elle est capable de stimuler I'expression du facteur endothelial 
derive de I'endothelium (VEGF pour « vascular endothelial-derived growth 
5 factor ») dans dlverses lignees cellulaires (Akino et al., Endocrinology, 141: 4313- 
4316, 2000 ; Esbrit etal., J. Am. Soc. Nephrol., 11:1085-1092, 2000). 

Le carcinome a cellules renales CCR est le groupe de tumeurs le plus 
frequent du rein puisqu'il represente environ 80 a 85 % de I'ensemble des tumeurs 
du rein chez I'adulte. Le CCR peut se decomposer en 5 sous-types d'un point de 

10 vue pathologique, celui a cellules claires (CCC, incluant la variante a cellules 
acidophiles) etant la forme majoritaire puisqu'il represente environ 85% des CCR. 
Les autres sous-types par ordre decroissant d'incidence sont le carcinome 
papillaire (chromophiles), le carcinome a cellules chromophobes, le carcinome de 
Bellini et les carcinomes a cellules renales non classees. Le carcinome renal a 

15 cellules claires (CCC) qui represente presque 75 % des tumeurs malignes du rein 
et 2 % des deces lies au cancer en France et a travers le monde (7 000 cas/an et 
3 500 deces en France en 2000 ; 200 000 cas/an et 100 000 deces/an a travers le 
monde) est une tumeur hyper-vascularisee qui trouve son origine au niveau de 
I'epithelium tubulaire proximal du rein. Les proprietes de la PTHrP d£crites cl- 

20 dessus, avec d'une part la description d'un effet regulateur de la PTHrP sur la 
proliferation des cellules tubulaires proximales renales (Garcia-Ocana et al, J. 
Bone Miner. Res., 10:1875-1884, 1995 et Garcia-Ocana et al, J. Am. Soc. 
Nephrol., 10 : 238-244, 1999) et d'autre part les observations que la PTHrP 
immunoreactive est retrouvee dans les tumeurs chez 95 % des patients atteints de 

25 CCC (Iwamura et al, Cancer, 86 : 1028-1034, 1999), quelque soit leur calcemie, 
ont pousse les auteurs de la presente invention a rechercher le role du systeme 
PTHrP/RPTH1 dans le developpement, la croissance et la neo-vascularisation de 
ces tumeurs. Ceci dans I'espoir de pouvoir mettre au point une therapeutique 
efficace contre le CCR et en particulier contre le CCC, notamment contre sa forme 

30 metastatique, basee sur Tutilisation des composants du systeme PTHrP/RPTH1 . 

En effet, hormis la nephrectomie totale ou partielle applicable aux tumeurs 
localisees, aucune therapie n'est actuellement efficace contre les formes 
metastatiques de ces tumeurs, celles-ci etant tres resistantes aux traitements 
traditionnels qu'il s'agisse de I'hormonotherapie, de la chimiotherapie, de la 
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radiotherapie et, a un degr6 moindre (taux de reponse inferieur a 15%), de 
rimmunotherapie (a base d'interleukines et d'interferons). Ainsi, actuellement 
aucune th£rapie n'est reellement efficace contre le cancer du rein, alors que son 
incidence est en constante progression (45 % entre 1980 et 2000), et que le taux 
5 de survie est de 5 % & 5 ans en cas d'atteinte metastatique. 

Un des aspects importants est que Tun des facteurs favorisants le 
carcinome a cellules r6nales est la maladie de Von Hippel-Lindau (VHL) (Motzer 
et al., New Engl. J. Med., 335 : 865-875, 1996). En effet, cette maladie est 
caracteris6e par un fort taux, entre autres, de carcinomes a cellules renales chez 

10 les patients. Ces carcinomes surviennent tot, vers 30-40 ans. L'analyse genetique 
des patients a permis de d§couvrir un gene suppresseur de tumeur, le gene VHL 
(chromosome 3p), qui est inactif chez ces patients. Par la suite, les recherches ont 
permis de montrer que ce gene 6tait egalement inactif chez la majorite des 
patients atteints d'un carcinome a cellules renales non familial (dit sporadique), 

15 c'est-a-dire dans la population g6nerale (Motzer et aL, New Engl. J. Med., 335 : 
865-875, 1996; Vogelzang et aL, Lancet, 352 : 1691-1696, 1998). 

Ainsi, les auteurs de la presente invention ont trouv6 qu'in vitro sur diverses 
lignees cellulaires bien caracterisees issues de CCC humains, la PTHrP et le 
RPTH1 sont exprim£s et que le blocage du systeme PTHrP/RPTH1 a I'aide 

20 d'anticorps diriges contre la PTHrP ou d'un antagoniste competitif des RPTH1 
inhibe puissamment la proliferation cellulaire, mesuree en nombre de cellules et 
en incorporation de bromodeoxyuridine, ou BrdU. En effet, ces taux d'inhibition 
varient de 20 a 70 % suivant la Iign6e cellulaire et i'inhibiteur utilise, un effet qui 
apparaTt etre la consequence d'un double effet anti-proliferatif et de stimulation de 

25 la mort cellulaire tumorale. 

De plus, in vivo, refficacite d'un traitement bloquant le systeme 
PTHrP/RPTH1 a I'aide d'un antagoniste comp§titif des RPTH1 ou d'un anticorps 
anti-PTHrP a 6te teste chez la souris « nude » immunodeficiente. II s'agit d'un 
modele animal qui toldre l'implantation de tumeurs humaines permettant de tester 

30 I'efficacit6 de substances contre la croissance tumorale et la formation de 
metastases. Cette implantation peut se faire en sous-cutan6e (implantation non 
invasive) ou de manure dite « orthotopique » (implantation invasive avec 
formation de metastases), c'est-a-dire en ce qui concerne le rein directement sous 
la capsule renal. Apres implantation en sous-cutan6e des tumeurs humaines, les 
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resultats montrent que le traltement sur une periode de 25 jours par I'antagoniste 
des RPTH1 ou I'anticorps anti-PTHrP bloque la croissance des tumeurs 
implantees. Un traitement quotidien par I'anticorps anti-PTHrP a permis d'obtenir 
une regression complete de 70 % des tumeurs implantees et une regression 
5 partielle de 50 a 80 % des tumeurs restantes sur une p§riode de 17 jours chez la 
souris nude. 

II est important de noter que les experiences montrent egalement que 
I'expression de la PTHrP est une cible directe ou indirecte du produit du gene 
suppresseur de tumeurs VHL (pour Von Hippel-Lindau), un gene defectueux dans 

10 les formes familiales de CCC (maladie de Von Hippel-Lindau) et dans la majorite 
(75 %) des CCC dits sporadiques (par opposition a familiaux). Dans ce schema de 
regulation, ('absence de VHL actif dans les cellules tumorales est a 1'origine d'une 
sur-expression de PTHrP. L'activite biologique fondamentale du VHL est la 
degradation, en condition normoxique et via le proteasome, du facteur HIF-1 a 

15 (pour « Hypoxioinduced factor ») qui regule au niveau transcriptionnel 
I'expression des genes impliques dans la reponse cellulaire a I'hypoxie comme le 
VEGF, I'erythropotetine et des facteurs de croissance et de differentiation 
cellulaire. Les consequences d'une expression defectueuse du VHL sont done une 
dedifferenciation cellulaire, une proliferation cellulaire accrue et la synthese de 

20 facteurs angiogeniques a I'origine notamment de Phypervascularisation des CCC. 
On comprend done ais6ment rimportance du lien existant entre I'expression du 
VHL et celle de la PTHrP. 

La presente invention decrit plus particulierement un systeme utilisant des 
antagonistes des RPTH1 pour bloquer la croissance des cellules tumorales de 

25 carcinome renal 3 cellules claires humaines in vitro et in vivo. 

Le cancer du rein se place en troisieme position parmi les cancers de 
I'appareil urogenital apres ceux de la prostate et de la vessie. Le CCC est plus 
frequent chez I'homme que chez la femme avec un pic d'incidence entre 50 et 70 
ans. Comme explicite ci-dessus, son incidence est en constante progression, et 

30 explique environ 2 % des d§ces li§s au cancer en France et dans le monde. Le 
taux de mortalite est d'environ 30 %, mais le stade tumoral reste actuellement le 
meilleur facteur pronostic. Le taux de survie a 5 ans est de 70 % en cas de 
tumeurs purement intrarenales. Ce taux chute a 5 % en cas devolutions 
metastatiques (poumon, foie essentiellement), ce qui survient dans pr§s de 30 % 
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des cas en raison du caractere latent et relativement asymptomatique du CCC. 
Une des caracteristiques fondamentales de ces tumeurs est leur resistance a 
toutes les therapies actuellement disponibles incluant I'hormonotherapie, la 
radiotherapie, la chimiotherapie et I'immunotherapie. Ainsi, dans le cas des 
5 cancers du rein metastatiques, la chimiotherapie et les traitements destines a 
stimuler les defenses immunitaires (comme les interieukines et les interferons) 
donnent des resultats decevants avec des reponses ne depassant pas 15 % et 
avec des effets secondares tres deleteres sur les patients. 

La presente invention propose done une nouvelle therapeutique basee sur 

10 I'utilisation d'antagonistes de PTHrP pour traiter les patients atteints de CCC, 
eventuellement avant et/ou apres nephrectomie (preconisee dans les CCC, 
quelque soit le stade tumoral), notamment dans le but d'inhiber la croissance de la 
tumeur primitive et la croissance et/ou le developpement des metastases 
associees, voire de faire regresser les tumeurs et les metastases. 

15 Les etudes faites sur des antagonistes de la PTHrP sur I'animal - souris, rat 

et chien - dans un certain nombre de publications ne semblent pas montrer 
d'effets deleteres sur les fonctions vitales, ce qui presente I'avantage de prevoir 
une certaine innocuite de ces composes. 

Ainsi, la presente invention a pour objet I'utilisation d'au moins un 

20 antagoniste de la PTHrP dans la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee a traiter, de maniere preventive ou curative, un cancer du rein et en 
particulier le carcinome a cellules renales (CCR) chez le mammifere et en 
particulier chez I'homme. 

Elle conceme en particulier I'utilisation d'au moins un antagoniste de la 

25 PTHrP pour traiter le carcinome papillaire (chromophiles), le carcinome a cellules 
chromophobes, le carcinome de Bellini ou les carcinomes a cellules renales non 
classees de CCR, de preference ces composes permettent de traiter le carcinome 
a cellules claires (CCC). 

De maniere avantageuse, la presente invention presente un interet tout 

30 particulier pour inhiber ou diminuer la croissance tumorale et/ou la formation de 
metastases dans le cancer du rein et/ou ses evolutions metastatiques, notamment 
au niveau du poumon et du foie. Cette inhibition ou cette diminution peut aller, 
pour un fort pourcentage, jusqu'a la regression complete des tumeurs et des 
metastases associees au cancer du rein. 
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II s'agit avantageusement d'une composition pharmaceutique pour le 
traitement (curatif) ou la prophylaxie (preventif) des cancers du rein. 

Les tumeurs malignes solides se repartissent en carcinomes (95%) et 
sarcomes (5%). Le developpement des carcinomes et des sarcomes est correle a 
5 la mise en place d'une vascularisation des tumeurs, denommee angiogenese. 
Toute inhibition de cette angiog6nese tumorale permet de faire regresser, ou pour 
le moins de suspendre ou de retarder le developpement des tumeurs. Or, il a 6te 
trouve de maniere surprenante que des anticorps anti-PTHrP et/ou des 
antagonistes des RPTH1 ont non seulement un effet sur les tumeurs, mais 
10 egalement un effet sur I'angiogenese. 

Les compositions phanmaceutiques selon I'invention sont utilisables 
notamment pour le traitement de tumeurs malignes du cancer du rein, plus 
precisement le traitement de tumeurs malignes solides. 

Elles sont egalement utilisables pour inhiber partiellement ou totalement 
15 I'angiogenese tumorale. 

L'invention concerne egalement une methode de traitement du cancer du 
rein, en particulier des carcinomes a cellules claires, comprenant I'administration & 
un sujet, notamment humain, d'une dose efficace d'un antagoniste de la PTHrP ou 
d'une composition pharmaceutique le contenant. 
20 Dans la presente invention, le terme "un antagoniste de la PTHrP" inclut 

toute substance diminuant le ou les effets biologiques de la PTHrP, notamment 
ceux decrits ci-dessus. Une substance correspond £ un compost ou a un 
melange de composes. 

Cette substance peut etre en particulier une substance se liant au recepteur 
25 de la PTHrP inhibant de manidre partielle, voire totale, la liaison de la PTHrP a 
son recepteur. De preference, cette substance est un antagoniste du recepteur de 
la PTHrP, et de preference un antagoniste competitif de la PTHrP. Ces 
antagonistes incluent des peptides de la PTH ou de la PTHrP comprenant une 
substitution ou une deletion d'au moins un acide amine de la sequence de la PTH 
30 et de la PTHrP ou une sequence partielle des peptides PTH ou PTHrP, 
eventuellement comprenant une substitution ou une deletion d'au moins un acide 
amine de leur sequence. Des exemples specifiques de substances antagonistes 
se liant aux recepteurs de PTHrP incluent la PTHrP (3-34), PTHrP (7-34), PTHrP 
(8-34), PTHrP (9-34), PTHrP (10-34), leurs amides ou leurs variants. Les variants 
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presentent un remplacement, une deletion ou une addition d'au moins un acide 
amine, tels que notamment (Asn10, Leu11, D-Trpl2) PTHrP (7-34) amide (humain 
ou murin). En outre, parmi les polypeptides decrits ci-dessus, sont egalement 
compris ceux qui presentent une deletion, une substitution, une addition ou une 
5 insertion d'au moins un acide amine de la sequence peptidique de la PTH ou de la 
PTHrP et qui presentent une activite antagoniste a la PTHrP. On peut egalement 
citer, comme antagoniste de la PTHrP, un derivd du TIP (pour « tuberoinfundibular 
peptide »), tel que des peptides tronquSs du TIP(1-39) (pour « tuberoinfundibular 
peptide » 1-39), notamment le TIP(7-39) et ses derives qui ont §te decrits comme 
10 des antagonistes puissants des RPTH1 (Hoare et al, Peptides 23: 989-998, 
2002). 

Selon un autre mode de la presente invention, l'antagoniste de la PTHrP 
peut etre une substance non peptidique diminuant le ou les effets biologiques de 
la PTHrP. 

15 L'antagoniste de la PTHrP peut etre egalement une substance se liant a un 

ligand du recepteur de la PTHrP inhibant ainsi de maniere partielle, voire totale, la 
liaison de PTHrP a son r6cepteur. Cette substance peut etre choisie parmi les 
anticorps anti-PTHrP, et parmi ceux-ci de preference un anticorps anti-PTHrP 
humanise. 

20 Selon un aspect particulier de I'invention, l'antagoniste de la PTHrP peut 

correspondre a une substance permettant d'augmenter la presence de VHL actif, 
diminuant ainsi le ou les effets biologiques de la PTHrP. Dans ce cadre, cette 
substance peut correspondre au produit du g6ne suppresseur de tumeurs VHL 
pouvant etre obtenu en particulier parth6rapie genique. 

25 Par ailleurs, l'antagoniste de ia PTHrP peut 6galement correspondre a une 

substance permettant de reduire I'expression de la PTHrP. Cette substance se lie 
a I'ARNm ou au gene de PTHrP en inhibant, de maniere partielle, voire totale, 
I'expression de PTHrP. Cette substance peut etre par exemple un oligonucleotide 
antisense de la PTHrp, un ARNi, un facteur de transcription reprimant I'expression 

30 du g6ne de la PTHrP, ou une substance diminuant la stabilite de I'ARNm de la 
PTHrP. 

La presente invention inclut 6galement la possibility de mettre en oeuvre 
plusieurs sortes d'antagonistes de la PTHrP telles que definies ci-dessus pour 
traiter le cancer du rein. Ainsi, la presente invention inclut, par exemple, une 
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methode de traitement incluant une therapie genique telle que decrite ci-dessus et 
I'administration d'un antagoniste de la PTHrP, tel qu'un antagoniste du recepteur 
de la PTHrP ou un anticorps anti-PTHrP. 

5 Dans la presente invention, le terme n un recepteur de la PTHrP n inclut un 

recepteur se liant au PTHrP, et inclut en particulier le recepteur PTH/PTHrP de 
type I (denomme RPTH1). 

Le terme "ligand" inclut une substance se liant a un enzyme ou un 
recepteur. 

10 Le terme "une substance se liant a un ligand d'un recepteur de PTHrP 

inhibant la liaison entre le ligand et le recepteur" inclut une substance (e.g., un 
anticorps anti-PTHrP) qui inhibe la liaison d'un ligand (e.g., PTHrP) a un recepteur 
du PTHrP par liaison audit ligand du r6cepteur de PTHrP. Des exemples 
d'anticorps anti-PTHrP incluent des anticorps tels qu'un anticorps humanise, un 

15 anticorps humain, un anticorps chim6rique, un anticorps (tel que I'anticorps #23- 
57-137-1) obtenu a partir d'un hybridome (tel que I'hybridome #23-57-137-1) ou un 
fragment de ces anticorps et/ou une forme modifi§e dudit fragment. L'anticorps 
peut etre polyclonal, mais de preference est monoclonal. 

Le terme "un anticorps humanise" inclut un anticorps comprenant une partie 

20 d6rivee d'un anticorps humain et des regions determinantes comptementaires 
(CDRs) deriv6es d'un anticorps autre qu'humain (e.g. anticorps murin). 

L'anticorps utilise dans la presente invention peut etre produit par des 
methodes connues de Thomme de Tart De preference, l'anticorps anti-PTHrP est 
un anticorps monoclonal derive d'un mammifere. 

25 Get anticorps inclut notamment ceux produits & partir d'un hybridome et 

ceux produits par des techniques genetiques a partir de cellules hotes 
transform6es avec un vecteur d'expression recombinant portant un g£ne codant 
pour l'anticorps. L'anticorps peut se lier a la PTHrP et empecher la liaison de la 
PTHrP § son recepteur, bloquant ainsi le signal de transduction de PTHrP et par 

30 consequent inhibant I'activite biologique de PTHrP. 

A titre d'exemples, on peut notamment citer les anticorps anti-PTHrP(1-34) 
(humain, rat) de la societe Bachem (Bachem Biochimie Sari, Voisins-le- 
Bretonneux, France), l'anticorps anti-PTHrP(34-53) (Ab-2, humain) de la societe 
Oncogene (France Biochem, Meudon, France), l'anticorps #23-57-137-1 
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(notamment dealt dans la demande de brevet EP1 197225) et I'anticorps anti- 
PTHrP(107-139) (humain) obtenu par des methodes conventionnelles de 
preparation d'anticorps. 

L'hybridome produisant des anticorps monoclonaux peut etre obtenu de la 
5 maniere suivante. La PTHrP est utilisee en tant qu'antigene pour immunisation 
selon des m6thodes conventionnelles d'immunisation. Les immunocytes qui en 
r€sultent sont fusionnes avec des cellules parentes connues selon des methodes 
de fusions cellulaires conventionnelles, et les cellules produisant les anticorps sont 
alors criblees a partir des cellules fusionnees par des methodes de criblage 

10 conventionnelles. 

La PTHrP humaine utilis6e en tant qu'agent antigene pour produire des 
anticorps est preparee par expression de la sequence du gene PTHrP d6crit par 
Suva, L. J. et al., Science, 237, 893, 1987. Une sequence nucleotidique codant la 
PTHrP est inseree dans un vecteur d'expression connu, et une cellule hote 

15 adaptee est transformee avec ce vecteur d'expression. La proteine PTHrP est 
ensuite isolee et purifiee a partir des cellules hotes transformees ou a partir du 
surnageant obtenu a partir des cellules hotes transformees, par des methodes 
conventionnelles. La proteine PTHrP ainsi obtenue est utilisee comme antigene. 
Selon un autre mode, un peptide correspondant a une sequence partielle 

20 du peptide PTHrP peut etre chimiquement synthetise et utilise comme antigene. 
En particulier, une sequence partielle de 34-amino-acides de la region N-terminale 
de la sequence peptidique de PTHrP peut etre chimiquement synthetis6e et 
utilisee comme antigene. 

Le mammifere a immuniser avec cet antigdne peut etre de tout type. Le 

25 mammifere est de preference choisi en tenant compte de la compatibilite avec la 
cellule parente utilisee pour la fusion. On utilise g6n€ralement un rongeur (e.g., 
souris, rat ou hamster), un lapin ou un singe. 

L'immunisation du mammifere avec Tantigene peut etre realisee par toute 
methode connue en soi, par exemple, par injection intra p§ritoneale ou sous- 

30 cutanee de Tantigene au mammifere. Plus specifiquement, I'antigene est dilue de 
maniere appropriee dans une solution tampon-phosphate (PBS) ou une solution 
saline physiologique, la dilution en resultant ou la suspension est enuite m6langee 
en quantite appropriee avec un adjuvant conventionnel (e.g., Freund's complete 
adjuvant) pour obtenir une Emulsion. L'emulsion est injectee au mammifere 
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plusieurs fois a des intervalles de 4 a 21 jours. L'antigene peut eventuellement 
etre attache a un support approprie. 

Apres I'immunisation, le niveau antigenique du serum est verifie. Lorsque le 
niveau desire est obtenu, les immunocytes sont isoles a partir du mammifere et 
5 fusionnees. L'immunocyte prefere utilise est une cellule splenique. 

La cellule parente utilisee pour la fusion est une cellule de myelome derive 
d'un mammifere. Cette cellule peut §tre toute lignee cellulaire connue et est par 
exemple P3 (P3x63Ag8.653) (J. Immunol. 123, 1548-1550, 1979), P3x63Ag8U.1 
(Current Topics in Microbiology and Immunology 81, 1-7, 1978), NS-1 (Kohler, G. 

10 and Milstein, C. Eur. J. Immunol., 6, 511-519, 1976), MPC-11 (Margulies, D. H. et 
al., Cell, 8, 405-415, 1976), SP2/0 (Shulman, M. et al., Nature, 276, 269-270, 
1978), FO (de St. Groth, S. F. et al., J. Immunol. Methods, 35, 1-21, 1980), S194 
(Trowbridge, I. S., J. Exp. Med., 148, 313-323, 1978) or R210 (Galfre, G. et al., 
Nature, 277, 131-133, 1979). 

15 La fusion est realisee par toute methode connue, telle que la methode de 

Milstein et al. (Kohler, G. and Milstein, C, Methods Enzymol., 73, 3-46, 1981). En 
particulier, la fusion est realisee dans un milieu de culture classique en presence 
d'un promoteur de fusion cellulaire. Le promoteur de fusion peut etre le 
polyethylene glycol (PEG) ou un virus connu a cet effet, tel que le virus de Sendai 

20 (hemagglutinating virus of Japan; HVJ). Si necessaire, pour ameliorer I'efficacite 
de la fusion, un additif peut etre incorpore, tel que le dimethyl sulfoxide. 

Le rapport des cellules immunocytes et du myelome peut varier dans une 
large mesure. A titre illustratif, les immunocytes peuvent etre presents en quantite 
1 a 10 fois plus importante que les cellules de myelome. Le milieu de culture 

25 utilise pour la fusion est par exemple le milieu RPMI 1640 ou MEM approprie a la 
croissance des lignees cellulaires de myelome, ou tout autre milieu 
conventionnellement utilise pour la culture de lignees cellulaires. Un serum 
supplemental peut etre ajoute au milieu, tel que le serum de veau festal (SVF, 
ou FCS pour « foetal calf serum »). 

30 La fusion est done realisee en melangeant les deux types cellulaires dans 

un milieu de culture, en ajoutant de preference une solution de PEG au milieu 
generalement a une concentration de 30-60% (w/v). La solution est ensuite 
melangee produisant ainsi les cellules fusionnees desirees, les hybridomes. Un 
milieu de culture approprie est ajoute ensuite a la solution obtenue puis I'ensemble 
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est centrifuge pour retirer Ie sumageant. Les hybridomes obtenus sont 
selectionnes par culture dans un milieu s^lectif conventionnel, tel que le milieu 
hypoxanthine-aminopterin-thymidine (HAT), pour supprimer les cellules non 
desirees (non fusionnees). Une methode de dilution est ensuite mise en ceuvre 
5 afin de cribler et de mono-cloner les hybridomes qui secrdtent I'anticorps desire. 

Selon une variante de production d'anticorps n'utilisant pas la technique 
des hybridomes, une immunisation d'un mammifere humain avec I'antigene tel 
que decrit ci-dessus peut etre realis^e. En particulier, un lymphocyte humain peut 
etre immunise avec la PTHrP in vitro, puis fusionn§ avec une cellule de myelome 

10 humaine immortalisee, produisant ainsi un anticorps humain pr6sentant une 
activite de liaison contre la PTHrP. Selon un autre mode, un anticorps humain 
contre PTHrP peut §tre prepar§ par injection de PTHrP en tant qu'antigene a un 
animal transg§nique presentant le repertoire entier des genes des anticorps 
humains, afin de produire des cellules produisant des anticorps anti-PTHrP, puis 

IS par immortalisation des cellules ainsi obtenues. Les cellules immortalisees ainsi 
preparees produisent I'anticorps humain attendu. Cette methode est decrite en 
detail dans les brevets suivants (WO 96/33735 ; EP 822 830 ; US 6,150,584). 

Des anticorps recombinants peuvent egalement etre utilises. Les anticorps 
recombinants peuvent etre prepares par clonage d'un gene codant pour I'anticorps 

20 a partir de Thybridome, en integrant le g§ne dans un vecteur approprie, et en 
introduisant le vecteur dans une cellule hote, pour produire I'anticorps a partir de 
cette cellule hote, selon des techniques de recombinaison genetique 
conventionnelles (Vandamme, A. M. et al., Eur. J. Biochem., 192, 767-775, 1990). 
Dans la pr6sente invention, un anticorps recombinant modifie 

25 artificiellement peut etre egalement utilise, notamment pour diminuer 
rheterog6neit6 contre le corps humain. Des anticorps chimeriques ou humanises 
peuvent ainsi etre utilises. Ces anticorps modifies peuvent etre produits par des 
methodes connues. 

L'anticorps utilise dans la presente invention peut etre un fragment d'un 

30 anticorps ou une forme modifiee de ce fragment, ces substances doivent se lier a 
la PTHrP et inhiber I'activite biologique de la PTHrP. Ainsi, sont inclus les 
fragments d'anticorps, tels que Fab, Fab'2, CDRs, etc ou simple chaine (ScFv). 

Les fragments d'anticorps peuvent etre produits en preparant des g&nes 
pour ces fragments et en les exprimant dans des cellules hotes appropri§es. 
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Une forme modifiee d'un anticorps tel que d6crit ci-dessus peut etre 
egalement utilisee, par exemple, un anticorps anti-PTHrP conjugue a une 
molecule, telle que le polyethylene glycol. Les anticorps modifies peuvent etre 
prepares par modification chimique des anticorps tels que decrits ci-dessus. Ces 
5 modifications chimiques sont connues de Thomme de Tart. 

Pour la production des anticorps utilises dans la presente invention, tout 
systeme d'expression peut etre utilise, tel qu'un systeme cellulaire eucaryote ou 
procaryote. Les cellules eucaryotes incluent les lignees cellulaires etablies (e.g., 
mammiferes, insectes, champignons et levures). Les cellules procaryotes incluent 
10 les bact&ries, tels que la bacterie E. Coli. 

De preference, 1'anticorps utilise dans la presente invention est exprim6 
dans une cellule de mammifere, telle que les cellules CHO, COS, myelome, BHK, 
Vera ou HeLa. 

La cellule hote transformSe est cultivee in vitro ou in vivo pour produire 

15 1'anticorps d'interet. Les cellules hotes sont cultivees dans un milieu approprte 
conventionnel. Le milieu de culture peut choisi parmi le milieu DMEM, MEM, RPMI 
1640 ou IMDM. Le milieu de culture peut comprendre en outre un serum 
supplemental, tel que le s6rum de veau foetal (FCS). 

L'anticorps expiime et produit tel que decrit ci-dessus peut etre isole ^ partir 

20 des cellules ou des animaux hotes et purifie, par toute methode connue en soi, 
notamment en utilisant une colonne d'affinite. Toute autre methode connue pour 
isoler et purifier des anticorps peut etre employee seule ou en combinaison, 
notamment £ Taide de chromatographes utilisant des colonnes, par des methodes 
de filtration, d'ultrafiltration ou de dialyse. 

25 La determination de Tactivite antigenique ou inhibitrice des anticorps ainsi 

prepares peut etre realisee en mettant en oeuvre toute m§thode connu de 
Thomme de Tart, telle que notamment les methodes ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay), EIA (enzyme immunoassay), RIA (radioimmunoassay) ou 
les methodes utilisant un anticorps fluorescent. 

30 Les compositions pharmaceutiques selon Tinvention comprennent 

avantageusement un ou plusieurs excipients ou vehicules, acceptables sur le plan 
pharmaceutique. On peut citer par exemple des solutions salines, physiologiques, 
isotoniques, tamponnees, etc., compatibles avec un usage pharmaceutique et 
connues de Thomme du metier. Les compositions peuvent contenir un ou 
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plusieurs agents ou vehicules choisis parmi les dispersants, solubilisants, 
stabilisants, conservateurs, etc. Des agents ou vehicules utilisables dans des 
formulations (liquides et/ou injectables et/ou solides) sont notamment la 
m6thylcellulose, rhydroxymethylcellulose, la carboxym&hylcellulose, le 
5 polysorbate 80, le mannitol, la gelatine, le lactose, des huiles v£getales, Tacacia, 
etc. Les compositions peuvent etre formulees sous forme de suspension 
injectable, de gels, huiles, comprimes, suppositoires, poudres, gelules, capsules, 
etc., 6ventuellement au moyen de formes galeniques ou de dispositifs assurant 
une liberation prolongee et/ou retardee. Pour ce type de formulation, on utilise 
10 avantageusement un agent tel que la cellulose, des carbonates ou des amidons. 

Les composes ou compositions selon i'invention peuvent etre administres 
de differentes manieres et sous differentes formes. Ainsi, ils peuvent etre injectes 
par voie systemique ou orale, de preference systemique, comme par exemple par 

15 voie intraveineuse, intra-musculaire, sous-cutanee, trans-dermique, intra-arterielle, 
etc. Pour les injections, les composes sont generalement conditionnes sous forme 
de suspensions liquides, qui peuvent etre injectees au moyen de seringues ou de 
perfusions, par exemple. II est entendu que le debit et/ou la dose inject£e peuvent 
etre adaptes par Thomme du metier en fonction du patient, de la pathologie, du 

20 mode d'administration, etc. Typiquement, les composes sont administres a des 
doses pouvant varier entre 0,1 pg et 500 mg/kg de poids corporel, plus 
generalement de 0,01 a 10 mg/kg, typiquement entre 0,1 et 10 mg/kg. En outre, 
des injections repetees peuvent etre realisees, le cas echeant. D'autre part, les 
compositions selon I'invention peuvent comprendre, en outre, d'autres agents ou 

25 principes actifs. 

Legende des Figures 

Figure 1 : schema representant le g6ne de la PTHrP et ses isoformes 

30 

Figure 2 : gels montrant Texpression de la PTHrP et du RPTH1 au niveau de 
I'ARNm dans 3 §chantil!ons (numerates 1, 2 et 3) des 3 lign§es tumorales 786-0, 
UOK-126 et UOK-128. Experiences realisees en RT-PCR. 
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Figure 3 : Fig. 3A: Dosage de la proteine PTHrP par une methode 
radioimmunologique dans le milieu conditionne des 3 lignees tumorales 786-0, 
UOK-126 et UOK-128 en utilisant un anticorps reconnaissant specifiquement la 
partie amino-terminale de la PTHrP. Fig. 3B : Mesure de Pexpression du RPTH1 
5 par Western blot dans les 3 lignees tumorales 786-0, UOK-126 et UOK-128 avec 
un anticorps dirig§ contre RPTH1. 

Figure 4 : La figure 4 represente Peffet des anticorps diriges contre les diverses 
regions de la PTHrP sur la proliferation des cellules tumorales 786-0 in vitro 
10 mesuree sur le nombre de cellules (a gauche) et sur Pincorporation de BrdU (a 
droite). 

Figure 5 : La figure 5 represente Peffet de Pantagoniste des RPTH1, la (Asn10, 
Leu11 f D-Trp12)hPTHrP(7-34) amide (h pour humafne) & diverses concentrations 
15 sur la proliferation des cellules tumorales 786-0 in vitro mesuree sur le nombre de 
cellules (a gauche) et sur Pincorporation de BrdU (a droite). 

Figure 6 : La figure 6 represente Peffet des anticorps diriges contre les diverses 
regions de la PTHrP sur la proliferation des cellules tumorales UOK-126 in vitro 
20 mesuree sur le nombre de cellules (a gauche) et sur Pincorporation de BrdU (£ 
droite). 

Figure 7 : La figure 7 represente Peffet de I'antagoniste des RPTH1, la (Asn10 f 
Leu11, D-Trp12)hPTHrP(7-34) amide a diverses concentrations sur la proliferation 
25 des cellules tumorales UOK-126 in vitro mesuree sur le nombre de cellules (a 
gauche) et sur Pincorporation de BrdU (a droite). 

Figure 8 : La figure 8 represente Peffet des anticorps diriges contre les diverses 
regions de la PTHrP sur la proliferation des cellules tumorales UOK-128 in vitro 
30 mesuree sur le nombre de cellules (a gauche) et sur Pincorporation de BrdU (a 
droite). 
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Figure 9 : La figure 9 represente I'effet de I'antagoniste des RPTH1 , la (Asn10, 
Leu11, D-Trp12)hPTHrP(7-34) amide a diverses concentrations sur la proliferation 
des cellules tumorales UOK-128 in vitro mesuree sur le nombre de cellules (a 
gauche) et sur I'incorporation de BrdU (§ droite). 

5 

Figure 10 : photographies des cellules 786-0 en culture dans un milieu RPM1 1640 
sans serum (avec 0,1% de BSA) et traitees sort en controle (a gauche) sort en 
presence de 10-6 M de I'antagoniste (Asn10, Leu11, D-Trp12)hPTHrP(7-34) 
amide (& droite) pendant 48h. 

10 

Figure 1 1 : La figure 11 represente I'effet de I'antagoniste des RPTH1, la (Asn10, 
Leu11, D-Trp12)hPTHrP(7-34) amide sur I'apoptose des cellules tumorales 786-0. 
Fig. 1 1 A : micrographe de fluorescence des cellules controles (en haut) ou des 
cellules traitees par I'antagoniste de RPTH1 (en bas) avec I'acridine orange (AO : 
15 a, c) et le bromure d'6thidium (EB : b, d) (x 400). Fig. 11B : test de fragmentation 
de I'ADN. 

Figure 12 : La figure 12 represente la croissance des tumeurs des souris traitees 
soit en controle soit par I'antagoniste selon le protocole pilote decrit dans les 
20 exemples qui suivent. Les resultats de croissance sont exprimes en pourcentage 
par rapport au volume des tumeurs au jour 0 du d6but des traitements. Cette 
figure represente egalement les photographies : en haut une souris traitee en 
controle pendant 25 jours avec ses 4 tumeurs bien visibles et en bas une souris 
traitee pendant 25 jours par un antagoniste. 

25 

Figure 13 : La figure 13 represente la croissance des tumeurs des souris traitees 
soit en controle soit par I'antagoniste selon le protocole experimental decrit ci- 
dessous. Les resultats de croissance sont exprimes en pourcentage par rapport 
au volume des tumeurs au jour 0 du d§but des traitements. Cette figure 
30 represente 6galement les photographies : en haut une souris traitee en controle 
pendant 1 7 jours avec sa tumeur bien visible et en bas en exemple deux souris 
traitees pendant 1 7 jours par un antagoniste. 
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Figure 14 : La figure 14 represente la croissance des tumeurs des souris traitees 
soit par un anticorps dirige contre I'extremite N-terminale de PTHrP soit par des 
IgG non-specrfiques selon le protocole experimental decrit ci-dessous. Les 
resultats de croissance sont exprimes en pourcentage par rapport au volume des 
5 tumeurs au jour 0 du debut des traitements. Cette figure represente egalement les 
photographies : en haut une souris traitee en controle pendant 17 jours avec sa 
tumeur bien visible et en bas en exemple une souris traitee pendant 17 jours par 
un anticorps anti-PTHrP (N-term). 

10 Figure 15 : Sur la figure 15 sont representes a gauche les vecteurs pCR3.1-Uni 
seul ou codant pour le VHL(1-213). Ces vecteurs ont ete transfectes dans les 
cellules 786-0 (of. ci-dessous). Trois clones individuels ont 6te isoles apres 
selection au G418 ainsi que I'ensemble des clones pour les cellules transferees 
par le vecteur seul (786-0 V f clones individuels 2, 3, 4 et clones melanges p) ou 

15 par le vecteur codant pour le VHL (786-0 VHL, clones individuels 2, 3 et 6 et 
clones melanges p). Parallelement a ces clones, 3 6chantiIlons de cellules 786-0 
non transferees (786-0 wt pour « wild-type ») et 3 6chantillons de cellules HK-2 
(cellules tubulaires proximales humaines normales) ont egalement ete testees 
pour Texpression du VHL et de la PTHrP. Les gels de cette figure represented 

20 I'expression du VHL obtenue par RT-PCR sur TARN total isole des diverses 
cellules (bande a 340bp) selon le protocole decrit ci-dessous. 

Figure 16 : Sur cette figure sont representes les Western Blots des lysats de 
cellules 786-0 non transferees et transferees avec le vecteur seul ou le vecteur 
25 codant pour le VHL, ces lysats etant incubes en presence d'un anticorps dirig§ 
contre T6pitope HA (pVHL) ou la p-actine. 

Figure 17 : La Figure 17 de gauche montre par RIA de la PTHrP que la production 
de PTHrP est diminu6e de 50 % dans les cellules 786-0 transferees avec le 
30 vecteur codant pour le VHL (786-0 VHL) par comparaison aux cellules non 
transferees (786-0 wt) ou transferees avec le vecteur seul (786-0 V). La figure 
14 de droite represente la secretion de PTHrP en pM par 24h et par million de 
cellules. 
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Figure 18 : Expression de CAT dans les cellules 786-0 non-transfectees, les 
clones 3 et 4 de cellules 786-0 transferees par le vecteur, les clones 2 et 3 de 
cellules 786-0 transferees par le vecteur codant pour le VHL, les clones 6tant 
transfectes transitoirement avec un plasmide d'expression codant pour la CAT 
5 sous la dependance des promoteurs de hPTHrP (hPTHrP - CAT). 

Figure 19 : Diminution du transcript ARNm de hPTHrP dans les cellules 786-0 
non-transfectees, les clones 3 et 4 de cellules 786-0 transferees par le vecteur, 
les clones 2 et 3 de cellules 786-0 transferees par le vecteur codant pour le VHL. 

0 

D'autres aspers et avantages de la presente invention apparaTtront £ la 
lerure des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustrafrfs et 
non limitatifs. 



15 
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EXEMPLES 

Sauf mention contraire, les pourcentages donnes sont exprimes en poids. Rdt 
signifie rendement. 

5 Materiels. 

L'antagoniste des RPTH1 , la (Asn10, Leu11, D-Trp12)PTHrP(7-34) amide 
(humain, rat) et I'anticorps anti-PTHrP(1-34) (humain, rat) ont ete obtenus de chez 
Bachem (Bachem Biochimie Sari, Voisins-le-Bretonneux, France). L'anticorps anti- 
PTHrP(34-53) (Ab-2, humain) a ete obtenu de chez Oncogene (France Biochem, 
10 Meudon, France) et l'anticorps anti-PTHrP(107-139) (humain) a ete donne par le 
Dr P. Esbrit (Fundacion Jimenez Diaz, Madrid, Espagne). 

Lignees cellulaires et mise en culture. 

La lignee cellulaire tumorale humaine 786-0 a ete obtenue de ATCC (American 

15 Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) dont le distributee en Europe est 
la societe LGC Promochem (Teddington, UK). Les lignees cellulaires tumorales 
humaines UOK-126 et UOK-128 ont ete fournies par le Dr P. Anglard, (IGBMC, 
Strasbourg, France). La lignee cellulaire 786-0 (ATCC CRL-1932) correspond a 
des cellules issues d'un CCC humain metastatique (poumons) mutees sur le gene 

20 du VHL [perte d'1 allele et deletion partielle du second produisant un VHL de 104 
acides amines, VHL (1-104), au lieu de VHL(1-213)] et tumorigeniques (Williams 
et al, In Vitro, 12: 623-627, 1976), la lignee cellulaire UOK-126 correspond a des 
cellules issues d'un CCC humain, perte d'heterozygotie sur le chromosome 3p 
(Anglard et al, Cancer Res., 52: 348-356, 1992) et la lignee cellulaire UOK-128 

25 correspond a des cellules issues d'un CCC humain, perte d'heterozygotie sur le 
chromosome 3p (Anglard et al, Cancer Res., 52: 348-356, 1992). 

Les cellules 786-0 ont ete maintenues en culture dans un milieu RPM1 1640 
(Invitrogen Sari, Cergy Pontoise, France) contenant 300mg/l de L-Glutamine et 
supplements en NaHC0 3 (20mM), D-Glucose (25mM), tampon HEPES (10mM), 

30 pyruvate de sodium (1mM), de serum foetal bovin (10% ; Invitrogen Sari) et d'un 
melange d'antibiotiques (penicilline 100U/ml et streptomycine 100 ng/ml) a 37°C 
dans un environnement contenant 10% de C0 2 dans I'air. Les cellules UOK-126 et 
UOK-128 ont ete maintenues en culture dans un milieu DMEM (« Dulbecco 
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Modified Eagle Medium ») contenant 10% de serum foetal bovin et le melange 
d'antibiotiques a 37°C dans un environnement contenant 10% de C0 2 dans I'air. 
Pour les experiences de proliferation, les cellules ont ete sous-cultivees (passage) 
par digestion a la trypsine (Sigma, St. Quentin Fallavier, France) et traitees selon 
5 les conditions decrites ci-dessous. 



Animaux. 

Les souris males athymiques nude Swiss Nu/Nu agees de 7 semaines a 
leur arrivee et pesant environ 30g ont ete obtenues de Iffa-Credo (L'Arbresle, 
10 France). Les souris ont ete hebergees dans des enceintes protegees et ventilees 
dans des conditions exemptes de pathogenes sous un cycle diurne 12h - nocturne 
12h et avec libre acces a la nourriture et a Peau de boisson prealablement 
autoclavees. 

IS Isolement des ARN et analyse de I'expression par RT-PCR. 

LARN total est extrait des cellules tumorales en culture par la technique au 
Trizol (Invitrogen Sari) selon le protocole defini par le foumisseur. L'obtention des 
ADNc totaux est realise par transcription reverse (RT) sur 2,5 a 10 ug dARN total 
dans un melange contenant 200U de transcriptase reverse (Fermentas - 
20 Euromedex, Souffelweyerheim, France), 10U d'inhibiteur de RNase (Invitrogen 
Sari), 1mM de desoxynucleotides triphosphates (dNTP, Invitrogen Sari) et 1 uM 
d'amorce non specifique p(dT)i 5 (Roche Diagnostics, Meylan, France) pendant 1 h 
a 37°C. ^amplification par PCR est realisee avec 0,15 uM d'amorces specifiques : 

. soit de la PTHrP humaine 

25 SEQ ID N°1 (sens): ATG CGA CGG AGA CTG GTT CAG; 

SEQ ID N°2 (antisens): TCA ATG CCT CCG TGA ATC GAG CTC CAG 
CGA CGT (fragment obtenu de 535 bp) 

. soit du RPTH1 humain 

SEQ ID N°3 (sens): AGG AAC AGA TCT TCC TGC TGC A; 

30 SEQ ID N°4 (antisens): CAC AGC TAC GGT GAG GGA CGC CAG, 

(fragment obtenu de 515 bp) 

. soit du VHL humain (Fukuzumi et al, Cancer Letters, 161 : 133-140, 2000) 
SEQ ID N°5 (sens): GCG TCG TGC TGC CCG TAT G ; 
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SEQ ID N°6 (antisens) : TTC TGC ACA TTT GGG TGG TCT TC. 

(fragment obtenu de 340bp) ( 

. soit du GAPDH humain 

SEQ ID N° 7 (sens) : GGA AGG TGA AGG TCG GAG TC. 

5 SEQ OD N° 8 (antisens) : GCA GTG ATG GCA TGG ACT G. 

0,4 mM de dNTP, 2,5 U de RedTaq DNA polymerase (Sigma) et 0,5 pg 
(PTHrP) ou 1 ^ig (RPTH1) d'ADNc. La PGR commence avec une denaturation a 
95°C pendant 4 min, puis les cycles sont programmes de la maniere suivante : 1 
min a 94°C (d6naturation), 1 min a 60°C (hybridation) et 1 min £ 72°C (synthese). 

10 La PCR est lancee pour 30 cycles pour la PTHrP et le RPTH1. Le dernier cycle 
est suivi d'une extension supplemental de 8 min & 72°C. Les produits de la PCR 
sont separes par 6lectrophorese sur gel d'agarose a 2% en presence de 0.5 pg/ml 
de bromure d'ethidium. L'intensite des bandes obtenues apres Pelectrophorese est 
quantifiee grace a un logiciel d'analyse de gel (SigmaScanPro 4.01, Jandel 

15 Scientific, Erkrath, Germany). 

Dosage radioimmunologique (RIA) de la PTHrP 

Les cellules tumorales ont ete cultivees jusqu'a confluence dans les 
conditions normales de culture (milieu contenant 10% de serum comme decrit ci- 

20 dessus). Les milieux de culture conditionnes des cellules ont alors ete preleves et 
congeles immediatement a -80°C. Dans certaines experiences, les cellules ont 
ete cultivees jusqu'a 80% de confluence, puis le milieu de culture a ete change 
pour du milieu frais. Les cellules ont alors ete laissees encore 24h puis le milieu 
recuper§ (dosage de la secretion de PTHrP en 24h). La PTHrP est alors dosee 

25 par une methode radioimmunologique, utilisant un anticorps reconnaissant 
speclfiquement la partie amino-terminale de la PTHrP (kit RIA, Bachem). 

Western Blot 

L'expression des proteines a ete analysee comme decrit dans Massfelder 
30 et al (2002, J. Am. Soc. Nephrol. 13, 639-648) sur 10-30 fxg de proteines, en 
utilisant un anticorps monoclonal de souris anti-HA (Roche Diagnostics, Myelan, 
France) pour detecter pVHL ou un anticorps anti-hRPTH1 . Un anticorps polyclonal 
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de souris anti-p actine (Sigma-Aldrich) a ete utilise pour visualiser la charge en 
proteine du gel. 

Immunofluorescence de PTHrP et RPTH1. 

5 Les cellules ont ete preparees comme decrit dans Massfelder et al (1997, 

Proc. Natl Acad. Sci. USA 94, 13630-13635). Des anticorps polyclonaux de lapin 
purifies par affinite diriges contre sort PTHrP(1-34) (N-term Ab) (Bachem), soit 
hRPTHI (Eurogentec, Angers, France) ont ete utilises £ 5 pg/ml. Un anticorps 
secondaire anti-lapin conjugue au TRITC a ete utilise pour la detection. Comme 

10 contrcile, un IgG de lapin non-immunise (Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, 
France) a etS utilise a la place de Tanticorps primaire. 

Plasmides et transfection stable. 

Vecteur (/'expression. II a ete utilise le plasmide pCR3.1-Uni dans lequel 
15 I'ADNc complet du VHL humain (codant pour une proteine de 213 acides amines) 
a ete sous-clone. Dans les transfections controles, nous avons utilise le vecteur 
pCR3.1-Uni seul. 

Protocole de transfection. Les cellules 786-0 ont ete ensemencees dans des 
flacons de culture de 75cm 2 dans le milieu RPM1 1640 (cf. ci-dessus) supplements 

20 de 10% de sSrum jusqu'a 50% de confluence. Les cellules adherentes ont alors 
et6 lavSes 3 fois avec 10 ml de milieu sans serum puis maintenues dans 5 ml de 
ce meme milieu. Pour transfecter les cellules, 5 pg d'ADN plasmidique (pCR3.1- 
Uni seul ou pCR3.1-Uni VHL) dans 50 pi d'eau sont incubes avec 50 pi de 
lipofectamine (Invitrogen Sari) a 2 mg/ml pendant 30 min a temperature ambiante. 

25 Cette solution est ajoutee goutte a goutte aux cellules puis les boites incubees 
pendant 4 h a 37°C. Apres cette periode d'incubation 10 ml de milieu RPM1 1640 
supplements de 10% de s§rum ont ete ajoutSs aux cellules. Apr&s 24h, le milieu 
est remplace par du milieu frais contenant 10% de serum. Deux jours apres, le 
milieu est remplace par du milieu supplements de 1 0% de FBS et contenant 500 

30 pg/ml de G418 (neomycine) afin de selectionner les cellules transferees. La 
concentration optimale de G41 8 a ete determinee pour les cellules 786-0 par une 
« courbe de mort » sur 3 semaines avec des concentrations de 25 a 1000 pg/ml 
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de G418 et changement de milieu tous les 3 jours. Pour chaque transfection 
(vecteur seul ou pCR3.1-Uni VHL), 3 clones ont ete selectionnes ainsi que 
Pensemble des clones (tous les clones rassembles) et maintenus dans le milieu 
RPMI 1640 avec serum et supplements de 500 jjg/ml de G418. 

5 

Mesure de la proliferation cellulaire. 

Traitements des cellules. 

Les cellules ont ete mises en culture dans des boTtes a 24 puits (1 ml par 
puit) et dans des boTtes a 96 puits (100 \x\ par puit) a raison de 10 000 a 30 

10 OOOC/ml. Les cellules ont §te cultivees dans le milieu avec le serum d6crit ci- 
dessus. Pour les experiences avec I'antagoniste des RPTH1, apres 24 h de 
culture le milieu a ete change pour un milieu sans serum contenant 0,1 % de BSA 
(albumine serique bovine, Sigma) et les antibiotiques. Cette manipulation permet 
de cultiver les cellules en absence des facteurs presents dans le serum et permet 

15 d'apprecier Nnfluence de I'antagoniste sur la proliferation cellulaire. Apres 24h, les 
milieux de culture sont remplaces par un milieu toujours sans serum mais 
contenant I'antagoniste (Asn10, Leu11, D-Trp12)PTHrP(7-34) amide a diverses 
concentrations soit le diluant (controle) pendant 48h. Pour les experiences avec 
les anticorps anti-PTHrP, le milieu de culture avec serum est maintenu et apres 

20 24h de culture les cellules sont cultiv6es en presence soit des anticorps anti- 
PTHrP (anti-PTHrP(1-34) a 1,5*ig/ml f anti-PTHrP(34-53) a 2*ig/ml ou anti- 
PTHrP(107-139) a 5pig/ml soit d'lgG purifies (5jig/ml, Sigma) pendant encore 48h. 

La proliferation cellulaire a ete determinee par deux moyens, d'une part en 
comptant les cellules (comptage manuel) a partir des boTtes a 24 puits et d'autre 

25 part en mesurant Incorporation de S-bromo^'-deoxyuridine (BrdU) a partir des 
boltes a 96 puits. 

Comptage des cellules 

Le milieu de culture est retire par aspiration et un volume adequat de 
trypsine-EDTA (Sigma) est ajoute. Les boTtes a 24 puits sont alors mises a Tetuve 

30 a 37°C pendant 5 a 10 min jusqu'^ ce que les cellules soient bien decollees du 
fond des boTtes et en suspension individuelle, ce qui est suivi sous microscope 
optique. Les cellules sont alors recuperees et comptees manuellement a Taide 
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d'une cellule de comptage placee sous un microscope optique. Un puit est utilise 
par condition experimental. 

Mesure de I'incorporation cfe BrdU 

Le principe du test utilise est le suivant: le BrdU, un analogue des 
5 pyrimidines, est incorpore & la place de la thymine dans I'ADN des cellules en 
proliferation. La mesure de Incorporation du BrdU est un indice de la synthese 
d'ADN. Le test est effectue grace a un kit de reaction colorim§trique disponible 
dans le commerce (Roche Diagnostics) et selon le protocole decrit par le 
foumisseur. La couleur deve!opp6e et de ce fait les valeurs d'absorbance lues 
10 dans le visible sont directement correlees au taux de synthese d'ADN et ainsi au 
nombre de cellules en proliferation dans les differentes cultures. 

Analyse de la mort cellulaire/apoptose 

Les cellules ont ete traitees dans des conditions contrdles ou avec soit un 
15 anticorps anti-PTHrP N-terminal a 1,5 ng/ml, soit un antagoniste de RPTH1 a 1 
|nM pendant 48 h. L'acridine orange (AO) et le bromure d'ethidium (EB) ont ete 
dissous dans un tampon PBS et ajoutes a 2 jig/ml dans le milieu de culture. Les 
cellules ont ete observees et photographiees sous microscopie a fluorescence, 
soit pour le FITC (AO) soit pour le TRITC (EB). La fragmentation de I'ADN 
20 internucleosomal a §t§ d6tectee par un test « DNA laddering ». Les cellules ont 
et§ resuspendues dans 300 yi\ de tampon de lyse (25 mM EDTA, 1 % SDS, 1 
mg/ml de proteinase K, pH 8) et incubees suf la nuit a 50 °C. UADN a ete extrait 
par ph6nol/chloroforme, precipite a T6thanol et analyse par electrophorese sur gel 
d'agarose. 

25 

Mesure de Pactivite du promoteur de PTHrP 

Les cellules 786-0 non transferees, et les clones transfectes par le vecteur ou le 
vecteur-VHL ont ete transfectes transitoirement avec une construction contenant 
les regions promotrices (Promoteurs P1, P2 f et P3) du gene PTHrP liees § un 
30 gene chloramphenicol acetyltransferase (CAT) bacterien denue de promoteur. La 
transfection a ete effectuee 24 h apres le repiquage des cellules avec 1 jig/cm 2 de 
plasmide promoteur PTHrP-CAT ou un plasmide CAT denue de promoteur en 
presence de Lipofectamine. Les cellules ont ete analysees 48 h apres la 
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transfection pour I'expression de CAT en utilisant le kit ELISA pour I'ertzyme CAT 
(Roche Diagnostic). Les resultats ont ete normalises et exprimes en pg d'enzyme 
CAT/ mg de proteine. 

5 Tests Actonomycin D 

Les cellules 786-0 non transferees, et les clones transfectes par le vecteur ou le 
vecteur-VHL ont ete exposes a 5 \ig/m\ d'actinomycine D (Sigma) pendant 0-30 h. 
Les ARN totaux ont ete isoles et I'expression de hPTHrP a ete analysee par RT- 
PCR en utilisant hGAPDH pour nonmaliser les reactions de PCR. 

10 Protocoles experimentaux chez la souris nude. 

Implantation sous-cutanee des cellules 786-0. Les cellules 786-0 ont la 
particularite d'etre tumorigeniques In vivo chez la souris nude et sont done 
couramment utilisees pour etudier I'effet des drogues sur la croissance tumorale 
humaine sur ce modele. 

15 Les cellules 786-0 ont ete cultivees dans le milieu RPM1 1640 supplements 

de serum jusqu'a confluence. Les cellules ont ete recuperees par trypsination et 
resuspendu dans du milieu RPMI 1640 sans serum et sans antibiotiques a raison 
de 5 millions de cellules/200^1 le jour meme de i'implantation des souris. Les 
cellules ont ete implantees en sous-cutane au niveau du dos chez les souris nude 

20 a raison de 200^1 par implantation. Une semaine a 10 jours apres I'implantation 
des cellules les tumeurs se sont developpees formant des nodules d'environ 60 a 
300 mm 3 . A partir de ce moment les traitements ont ete initios selon trois 
protocoles : un protocole pilote qui a ete realise afin de determiner I'efficacite des 
traitements in vivo et realise sur deux souris par condition experimentale recevant 

25 4 implantations (soit 8 tumeurs/condition experimentale), et deux protocoles 
experimentaux elabores suite aux resultats obtenus avec le protocole pilote sur 10 
ou 5 souris par condition experimentale et recevant 1 ou 2 implantations (soit 10 
tumeurs/condition experimentale). 

Protocole pilote. Dans ce protocole, 6 souris ont ete separees en trois 

30 groupes : un premier groupe recevant des injections d'eau sterile (contrdle), un 
deuxieme recevant des injections d'anticorps anti-PTHrP (1-34) (Bachem, dissout 
dans I'eau sterile) et un troisieme recevant des injections d'antagoniste (Asn10, 
Leu11, D-Trp12)PTHrP(7-34) amide (Bachem, dissout dans I'eau sterile). 
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L'ensemble des injections a ete realise 2 fois par semaine en intra-periton6al 
(50^g/souris d'anticorps ou 20|ng/souris d'antagoniste dans 200jil) et en intra- 
tumoral (25ng/souris d'anticorps ou 10jig/souris d'antagoniste dans 100jal). Les 
souris controle recevant une injection d'eau de 200|jJ en intra-peritoneal et de 
5 100p.l d'eau en intra-tumoral. Le volume des tumeurs (longueur x largeur x 
profondeur x 0,5236) a ete mesure de maniere aveugle a I'aide d'un pied a 
coulisse manuellement aux jours 0, 4, 7, 12, 14, 18, 23 et 25 apres la premiere 
injection des substances sous anesthesie gazeuse legere & I'isoflurane. Pour la 
serie « anticorps », les injections ont 6te stoppees apres 18 jours. 

10 Premier protocole experimental. Les resultats de la s6rie pllote ont montre que 
les anticorps anti-PTHrP et I'antagoniste des RPTH1 ont une efficacite egale a 
inhiber la croissance tumorale des tumeurs implantees chez la souris nude. Par 
consequent, dans ce protocole d'une part I'effectif de chaque groupe a ete 
augmente (10 souris avec une tumeur / groupe experimental) et d'autre part des 

15 injections quotidiennes soit d'eau (controle) soit de I'antagoniste des RPTH1 
(dissout dans I'eau sterile) ont ete realis§es. Comme pour le protocole pilote, 
l'ensemble des injections a ete realise en intra-peritoneal (200|xl d'eau ou 
20ng/souris d'antagoniste dans 200jal) et en intra-tumoral (100jd d'eau ou 
10jog/souris d'antagoniste dans 100jil). Pour cette serie, la taille des tumeurs a ete 

20 mesuree de maniere aveugle deux fois par semaine sous anesthesie gazeuse 
legere & I'isoflurane. A Tissue de la periode experimental les souris ont 6te 
anesthesiees au pentobarbital. Environ 0,5 ml de sang a alors §te recupere 
rapidement par ponction intracardiaque de chaque souris pour le dosage des 
electrolytes et de la PTHrP circulante. Les tumeurs ont 6te dissequees et fixees 

25 dans le formol pour les etudes histo-pathologiques (aspect necrotique) et 
immunohistochimiques ult6rieures (facteur VIII, PTHrP, RPTH1, index mitotique et 
index apoptotique). 

Deuxieme protocole experimental. Parallelement, un protocole experimental a 
§galement ete realise pour les anticorps anti- PTHrP (N-term) avec des injections 
30 quotidiennes intra-peritoneal avec 40 ng/souris soit d'anticorps anti-PTHrP (N- 
term) soit d'lgG non-specifique (5 souris avec 2 tumeurs / groupe experimental). 

Index proliferatif et apoptotic. L'index de proliferation a et6 determine par 
coloration de coupe de tumeur avec un anticorps de souris monoclonal anti-Ki67 
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humain Dako, Trappes, France) en utilisant des methodes standard. Le kit de 
detection de cellules apoptotiques, base sur la methode de TUNEL (Roche 
Diagnostics) a ete utilise pour mesurer I'index apoptotique sur les coupes. Les 
cellules totales et colorees dans 15 champs (0,25 mm 2 chacun) de coloration 
5 cellulaire la plus elevee ont ete comptees pour determiner les deux index, qui sont 
exprimes en pourcentage de cellules colorees par rapport aux cellules totales. 

Facteur VIII et densite microvasculaire. Les coupes de tumeur ont ete 
colorees pour les cellules endothelials avec un anticorps polyclonal de lapin anti- 
facteur VIII humain (Dako) en utilisant les methodes standards. La densite des 
10 microvaisseaux a ete determinee par comptage des points d'intersection entre 
vaisseaux et du nombre total de vaisseaux de 4 a 5 champs (0,25 mm 2 chacun) 
montrant la plus haute densite vasculaire. 

Statistiques 

15 Pour les experiences in vitro, les resultats des comptages manuels sont 
exprimes en pourcentage par rapport au nombre de cellules presentes dans les 
puits controles. Pour calculer les incorporations de BrdU en reponse aux 
traitements, Tensemble des valeurs de DO obtenues sont diminu§es de la 
moyenne des DO obtenues pour les puits controles negatifs. Les incorporations 

20 en r£ponse aux traitements sont alors exprimees en pourcentage par rapport aux 
incorporations des controles positifs prises comme 100 % d'incorporation. Les 
resultats sont exprimes en moyenne +/- ESM et ont 6te compares par test-t ou 
test-t apparie. Une valeur de P au moins < 0.05 est consider6e comme refletant 
une difference significative. 

25 Pour les experiences in vivo chez la souris nude, les resultats de croissances 
tumorales ont ete exprimes en pourcentage de la taille au jour 0 des traitements. 
Les resultats sont exprimes en moyenne +/- ESM. La croissance des tumeurs 
selon les traitements a ete comparee par test-t pour evaluer les differences entre 
les traitements et par test-t apparie pour apprecier revolution de la croissance 

30 tumorale dans chaque condition experimentale. Une valeur de P au moins <0.05 
est consideree comme refletant une difference significative. 
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Resultats 

- Les gels montrant I'expression de la PTHrP et du RPTH1 au niveau de TARNm 
dans 3 echantillons (numerate 1, 2 et 3) des 3 lignees tumorales 786-0, UOK-126 

5 et UOK-128 sont donn6s a la figure 2. Experiences realisees en RT-PCR. 
On constate aisement que les trois lignees expriment la PTHrP et le RPTH1 . 

- Les resultats representes sur la figure 3 montrent que les 3 lignees tumorales 
expriment la PTHrP a I'echelle de la proteine. 

10 A titre de comparaison, la secretion de PTHrP immunor§active est indetectable 
dans les cellules musculaires lisses vasculaires par exemple alors que 
I'expression de la PTHrP est observable par RT-PCR (resultats non montres). 
Avec les resultats obtenus en RT-PCR, on en conclut que les 3 lignees expriment 
la PTHrP au niveau du messager et au niveau de la proteine, ce qui permet 

15 d'envisager des effets autocrines/paracrines de la PTHrP sur la proliferation des 
cellules. 

Dans des cellules en culture, PTHrP et RPTH1 ont ete localises par 
immunofluorescence dans le cytosol et dans les nucleoles. failure du marquage 
etait identique pour les trois types cellulaires. 

20 - La figure 4 represente Peffet des anticorps diriges contre les diverses regions de 
la PTHrP sur la proliferation des cellules tumorales 786-0 in vitro mesuree sur le 
nombre de cellules (a gauche) et sur Incorporation de BrdU (a droite). La figure 4 
montre que les divers anticorps inhibent de 20 a 60 % la proliferation cellulaire, 
suggerant un effet auto/paracrine de la PTHrP secretee sur la proliferation des 

25 cellules. 

Le fait que les trois anticorps inhibent la proliferation de ces cellules suggerent que 
ces cellules secretent entre autres des gros fragments amino-terminaux reconnus 
par les trois anticorps. 

N-term: anticorps anti-PTHrP(1-34) (Bachem) 1,5 [ig/m\ 
30 Region int.: anticorps anti-PTHrP (34-53) (Ab-2, Oncogene) 2 pg/ml 

C-term: anticorps anti-PTHrP(107-139) (P. Esbrit, Madrid, Espagne) 5 pg/ml 
IgG: (Sigma) 5 pg/ml 

Nombre d'experiences independantes: n=8-12 (figure 4 de gauche); n=4 (figure 4 
de droite). 
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- La figure 5 represente I'effet de I'antagoniste des RPTH1, la (AsnIO, Leu11, D- 
Trp12)hPTHrP(7-34) amide a diverses concentrations sur la proliferation des 
cellules tumorales 786-0 in vitro mesuree sur le nornbre de cellules (a gauche) et 

5 sur Incorporation de BrdU (a droite). Ces resultats montrent clairement la 
capacite de I'antagoniste a inhiber tres fortement a 70% la proliferation cellulaire. 
Nornbre d'experiences independantes: n=12 (figure 5 de gauche); n=7-1 5 (figure 5 
de droite). 

- La figure 6 represente I'effet des anticorps diriges contre les diverses regions de 
10 la PTHrP sur la proliferation des cellules tumorales UOK-126 in vitro mesur6e sur 

le nornbre de cellules (a gauche) et sur Incorporation de BrdU (a droite). La figure 
montre que les divers anticorps inhibent de 20 a 30 % la proliferation cellulaire, 
sugg6rant un effet auto/paracrine de la PTHrP secretee sur la proliferation des 
cellules. Seul I'anticorps dirige contre la partie C-term ne montre pas d'efficacite. 
15 Cela peut etre li§ soit a une dilution trap forte de I'anticorps soft au fait que ces 
cellules s6cretent des fragments amino-terminaux de la PTHrP mais ne pr§sentant 
pas une immunor6activite C-terminale.Nombre d'experiences independantes: n=4- 
12 (figure 6 de gauche); n=4-12 (figure 6 de droite). 

20 - La figure 7 represente I'effet de I'antagoniste des RPTH1, la (Asn10 f Leu11, D- 
Trp12)hPTHrP(7-34) amide a diverses concentrations sur la proliferation des 
cellules tumorales UOK-126 in vitro mesur§e sur le nornbre de cellules (a gauche) 
et sur rincorporation de BrdU (a droite). Ces resultats montrent clairement la 
capacite de I'antagoniste d inhiber tr§s fortement la aussi la proliferation cellulaire. 

25 Nornbre d'experiences independantes: n=8 (figure 7 de gauche); n=8 (figure 8 de 
droite). 

- La figure 8 represente I'effet des anticorps diriges contre les diverses regions de 
la PTHrP sur la proliferation des cellules tumorales UOK-128 in vitro mesuree sur 

30 le nornbre de cellules (a gauche) et sur I'incorporation de BrdU (a droite). La figure 
montre que les divers anticorps inhibent de 20 a 40 % la proliferation cellulaire, 
sugg6rant un effet auto/paracrine de la PTHrP secretee sur la proliferation des 
cellules. Comme pour les cellules UOK-126, seul I'anticorps dirige contre la partie 
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Oterm montre une efficacite limitee. Avec les resultats obtenus sur la lignee UOK- 
126, ces resultats suggerent que cette falblesse d'efficacite soit due a une dilution 
trap forte de I'anticorps. Cependant, cet anticorps n'a pas 6te en quantite 
suffisante pour augmenter la concentration de I'anticorps dans le milieu.Nombre 
5 d'experiences independantes: n=4-12 (figure 8 de gauche); n=4-12 (figure 8 de 
droite). 



- La figure 9 represente I'effet de I'antagoniste des RPTH1, la (Asn10, Leull, D- 
Trp12)hPTHrP(7-34) amide a diverses concentrations sur la proliferation des 

10 cellules tumorales UOK-128 in vitro mesuree sur le nombre de cellules (a gauche) 
et sur Tincorporation de BrdU (a droite). Ces resultats montrent clairement la 
capacite de I'antagoniste a inhiber tres fortement la aussi la proliferation cellulaire. 
Nombre d'experiences ind§pendantes: n=8 (figure de gauche); n=8 (figure de 
droite) 

15 Dans les figures 4 a 9 : 

* signifle p<0,05 par rapport au controle 
** signifie p<0,01 par rapport au controle 

- La figure 10 montre des photographies des cellules 786-0 en culture dans un 
milieu RPMI 1640 sans serum (avec 0,1% de BSA) et traitees soit en controle (a 

20 gauche) soit en presence de 10-6 M de Tantagoniste (Asn10, Leu11, D- 
Trp12)hPTHrP(7-34) amide (a droite) pendant 48h. 

On observe clairement que I'antagoniste a comme effet de detacher les cellules 
du support de culture leur faisant perdre completement leur adherence. 
Cet effet peut etre dQ & un effet toxique et/ou un effet apoptotique et/ou un effet 
25 necrotique et/ou un effet anoikitique (apoptose cellulaire par detachement des 
cellules). 

- La figure 11 represente Teffet de I'antagoniste des RPTH1 , la (Asn10, Leu11, D- 
Trp12)hPTHrP(7-34) amide et d'un anticorps dirige contre Textremite N-terminale 
de PTHrP (N-tenm Ab) sur Tapoptose des cellules tumorales 786-0. Pour 

30 determiner si Hnactivation de PTHrpP/RPTH1 induit la mort cellulaire, les 
inventeurs ont examin6 simultanement des coloration AO et EB pour un controle 
et pour les cellules CCR traitees. EB impregne les cellules vivantes, agissant 
uniquement en marqueur de la mort cellulaire, alors que AO impregne librement et 
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visualise toutes les cellules du champ. L'exposition a un antagoniste de RPTH1 
augmente netlement le nombre de cellule marquee par EB compare aux cellules 
non-trait6es (Fig. 11 A). L'analyse de I'ADN genomique dans les cellules 786-0 
traitees a revele une fragmentation de I'ADN internucleosomal (echelle a 180 pb) 
5 specifique de la mort cellulaire induite par apoptose (Fig. 11B). Le detachement 
cellulaire, la coloration ainsi que la fragmentation de I'ADN internucleosomal ont 
ete observes pour toutes les lignees cellulaires et quelque soit le moyen utilise 
pour bloquer le systeme PTHrP/RPTH1. Ces resultats suggdrent fortement que 
PTHrP agit comme un facteur essentiel de croissance et de survie pour les 
10 cellules CCR. 

- La figure 12 represente la croissance des tumeurs des souris traitees soit en 
controle soit par I'anticorps soit par I'antagoniste selon le protocole pilote d§crit ci- 
dessus. Les resultats de croissance sont exprimes en pourcentage par rapport au 
jour 0 du debut des traitements. 

15 On constate aisement que les tumeurs controle croissent de maniere tres 
importante alors que les tumeurs des souris traitees soit par I'anticorps anti- 
PTHrP(1-34) soit par I'antagoniste ont une croissance considerablement ralentie 
par rapport a la croissance des tumeurs des souris traitees en controles. 
Les photographies montrent en haut une souris traitee en controle pendant 25 

20 jours avec ses 4 tumeurs bien visibles et en bas une souris traitee pendant 25 
jours par I'antagoniste. L'efficacite de I'antagoniste a inhiber la croissance 
tumorale est evidente. 

Nombre d'experiences independantes: n=8 (4 tumeurs/souris, 2 souris/conditions 
experimentales) 

25 * signifie p<0,05 pour la croissance des tumeurs des souris traitees par I'anticorps 
ou I'antagoniste par rapport a la croissance des tumeurs des souris traitees en 
controle au meme jour 

** signifie p<0,01 pour la croissance des tumeurs des souris traitees par I'anticorps 
ou I'antagoniste par rapport £ la croissance des tumeurs des souris traitees en 
30 controle au meme jour 

# signifie p<0,01 pour la croissance des tumeurs des souris traitees en controle 
par rapport au jour 0 de traitement (croissance significative a partir du jour 7) 
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## signifie p<0,01 pour la croissance des tumeurs des souris traitees par 
Tanticorps ou I'antagoniste par rapport au jour 0 (croissance significative a partir 
du jour 12 seulement) 

Des etudes statistiques, il apparaft que le traitement deux fois par semaine par 
5 Tanticorps ou I'antagoniste des souris est suffisant pour ralentir fortement la 
croissance tumorale par rapport a la croissance controle mais pas pour inhiber 
complement cette croissance. C'est pour cela que dans la serie experimental, il 
a ete decide d'injecter I'antagoniste tous les jours afin d'6valuer si I'antagoniste est 
capable d'inhiber completement la croissance tumorale, voire de la faire regresser. 
10 Dans la serie experimental, le nombre n de souris a ete augmente a 10 par 
conditions experimentales. 

- La figure 13 represente la croissance des tumeurs des souris traitees soit en 
controle soit par I'antagoniste selon le protocole experimental decrit ci-dessus. Les 
resultats de croissance sont exprim6s en pourcentage par rapport au jour 0 du 

15 debut des traitements. 

On constate a nouveau que les tumeurs controle croissent de maniere tr§s 
importante alors que les tumeurs des souris traitees par I'antagoniste ont une 
croissance cette fois inhib6e totalement (done bloquee) par rapport a la croissance 
des tumeurs des souris traitees en contrdles. Cette etude revele que I'antagoniste 

20 exerce au moins des effets cyto-statiques sur les tumeurs. 

Nombre d'experiences independantes : n=10 souris (1 tumeur/souris) par 
conditions experimentales 

* signifie p<0,05 pour la croissance des tumeurs des souris traitees par 
I'antagoniste par rapport & la croissance des tumeurs des souris traitees en 

25 controle au meme jour 

** signifie p<0,01 pour la croissance des tumeurs des souris traitees par 
I'antagoniste par rapport a la croissance des tumeurs des souris traitees en 
controle au meme jour 

# signifie p<0,05 pour la croissance des tumeurs des souris traitees en controle 
30 par rapport au jour 0 de traitement (croissance significative des le jour 3) 

## signifie p<0,01 pour la croissance des tumeurs des souris traitees en controle 
par rapport au jour 0 de traitement 
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Des etudes statistiques, il apparent cette fois que le traitement tous les jours des 
souris par I'antagoniste bloque completement la croissance tumorale. Certaines 
tumeurs ont meme regresse. 

5 La figure 14 represente la croissance des tumeurs des souris traitees solt par un 
anticorps dirige contre I'extremite N-termlnale de PTHrP solt par des IgG non- 
specifiques selon le protocole experimental decrit cl-dessus. Les resultats de 
croissance sont exprimes en pourcentage par rapport au jour 0 du debut des 
traitements. De maniere surprenante et impressionante, 7 tumeurs ont disparu, 

10 alors que les 3 autres ont regresse de 50 a 80 % dans les souris traitees par les 
anticorps par rapport aux controles. 

Nombre d'experiences independantes : n=10 tumeurs (2 tumeurs/souris) par 
conditions experimentales 

## signifie p<0,01 pour la croissance des tumeurs des souris traitees en contrdle 
1 5 par rapport au jour 0 de traitement 

** signifie p<0,01 pour la croissance des tumeurs des souris traitees par I'anticorps 
par rapport a la croissance des tumeurs des souris traitees en contrdle au meme 
jour 

20 Puisque 70 % des tumeurs disparaissent avec le traitement par un anticorps anti- 
PTHrP et que les tumeurs restantes sont trap petites, les analyses 
histopathologiques ont ete realisees sur les tumeurs des animaux traites par un 
antagoniste de RPTH1 et leur controle. Auncune difference polymorphique n'a ete 
detectee entre les deux groupes. Les tumeurs obtenues des souris controles 

25 expriment fortement PTHrP et RPTH1 avec une coloration claire observee dans le 
cytoplasme de toutes les cellules et dans le nucleole de cellules variees. L'index 
de proliferation n'etait pas differents entre les groupes controles et traitees. Par 
contre, le traitement par I'antagoniste de RPTH1 a double l'index apoptotique. De 
plus, le nombre de points d'intersection des vaisseaux et le nombre total de 

30 vaisseaux par aire de surface ont ete significativement augmentes. 

Globalement, le systeme ciblant PTHrP/RPTH1 est non seulement efficace contre 
CCR par une augmentation de I'apoptose des cellules tumorales mais egalement 
apparalt ne pas avoir d'effets secondares nuisibles. 
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- Sur la figure 15 sont representes a gauche les vecteurs pCR3.1-Uni seul ou 
codant pour le VHL(1-213). Ces vecteurs ont ete transfectes dans les cellules 786- 
0 (cf. ci-dessus). Trois clones individuels ont ete isoles apres selection au G418 
ainsi que I'ensemble des clones pour les cellules transferees par le vecteur seul 

5 (786-0 V, clones individuels 2, 3, 4 et clones melanges p) ou par le vecteur codant 
pour le VHL (786-0 VHL, clones individuels 2, 3 et 6 et clones melanges p). 
Parallelement a ces clones, 3 echantillons de cellules 786-0 non transferees 
(786-0 wt pour « wild-type ») et 3 echantillons de cellules HK-2 (cellules tubulaires 
proximales humaines norrnales) ont egalement ete testees pour I'expression du 

10 VHL et de la PTHrP. 

Les gels represented I'expression du VHL obtenue par RT-PCR sur TARN total 
isole des diverses cellules (bande a 340bp) selon le protocole decrit ci-dessus. On 
constate aisement que les cellules HK-2 norrnales expriment 2 fois plus de VHL 
que les cellules 786-0 wt (1 allele du gene VHL absent). Dans les clones 

15 transfectes avec le vecteur seul I'expression du VHL est equivalente a ce qui est 
retrouvee dans les cellules 786-0 non transferees. Par contre, dans les clones 
transfectes par le VHL, I'expression du VHL est bien augmentee ce qui montre 
que la transfection est tres efficace. Si Ton regarde maintenant I'expression de la 
PTHrP dans les divers clones et types cellulaires, on observe facilement une 

20 correlation inverse entre ('expression du VHL et I'expression de la PTHrP. Ces 
resultats montrent que la PTHrP au niveau de son messager est une cible directe 
ou indirecte du gene suppresseur de tumeurs VHL. Afin de confirmer cela au 
niveau de la proteine elle-meme (PTHrP immunoreactive), les milieux 
conditionn6s des 786-0 wt, V et VHL ont ete recuperes. Les resultats sont 

25 representes sur la figure 1 7. De plus, les Western Blots de la Figure 16 permettent 
d'estimer les niveaux de proteine pour VHL. 

- La Figure 17 de gauche montre par RIA de la PTHrP, dans les milieux 
conditionnes de cellules a confluence, que la production de PTHrP est diminu6e 

30 de 50 % dans les cellules 786-0 transfectees avec le plasmide codant pour le VHL 
(786-0 VHL) par comparaison aux cellules non transferees (786-0 wt) ou 
transferees avec le vecteur seul (786-0 V). 

Afin de confirmer ce resultat, les cellules ont ete cultivees jusqu'a 80% de 
confluence puis le milieu change pour du milieu frais et laisser 24h afin de 
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mesurer la secretion de PTHrP en 24h. Les cellules ont parallelement ete 
comptees afin d'exprimer la secretion de PTHrP par 24h et par million de cellules. 
Les resultats de ces experiences sont representes sur la figure 17 de droite 
representant la secretion de PTHrP en pM par 24h et par million de cellules. La 
5 encore, on constate aisement que la secretion de PTHrP est diminuee de 50% 
dans les cellules 786-0 VHL par rapport aux cellules controles non transferees ou 
transfectees par le vecteur seul. D'autre part, Texpression de RPTH1 n'est pas 
affectee par pVHL. Ainsi, PTHrP est reprime par pVHL. Ces r§sultats montrent 
avec ceux presentes sur la figure 15 que la PTHrP est une cible directe ou 
10 indirecte (par exemple via le HIF pour « hypoxic-induced factor ») du produit du 
gene VHL dans les cellules tumorales. 

Nombre d'experiences ind^pendantes: n=12-14 (figure de gauche) et n=5 (figure 
de droite) 

* Signifie p<0,01 pour la secretion de PTHrP des cellules 786-0 VHL par rapport 
15 aux cellules controles 786-0 wt et 786-0 V 

Pour analyser si PTHrP est regule par pVHL au niveau transcriptionnel, les 
inventeurs ont transfecte de maniere transitoire les cellules 786-0 non- 
20 transferees, les clones 3 et 4 de cellules 786-0 transfectees par le vecteur seul, 
les clones 2 et 3 de cellules 786-0 transfectees par le vecteur codant pour le VHL 
avec un vecteur d'expression de CAT contenant les regions promotrices du gene 
PTHrP humain et ils ont mesure Tenzyme CAT dans les extraits cellulaires. La 
reintroduction du gene VHL dans les cellules 786-0 n'altere pas Tactivite 
25 transcriptionnelle des promoteurs PTHrP (Figure 18) suggerant que la regulation 
est post-transcriptionnelle. L'analyse de la stabilite des ARNm de PTHrP dans les 
cellules 786-0 non-transfectees, les clones 3 et 4 de cellules 786-0 transfectees 
par le vecteur seul, les clones 2 et 3 de cellules 786-0 transfectees par le vecteur 
codant pour le VHL soumis a un inhibiteur transcriptionnel, actinomycin D, montre 
30 en effet que la demie-vie des ARNm de PTHrP etait de 38,3 ± 3 h et 40,1 ± 3,4 h 
pour les cellules 786-0 non-transfectees et les cellules 786-0 transfectees par le 
vecteur seul, respectivement, et est diminuee de 50 % a 20,9 ± 2,6 h pour les 
cellules 786-0 transfectees par le vecteur codant pour le VHL (Figure 1 9). Ansi, 
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pVHL diminue I'expression de PTHrP dans le CCR en destabilisant les ARNm de 
PTHrP. 

Ce lien entre la PTHrP et le VHL suggere fortement que la PTHrP puisse etre 
5 impliquee dans la croissance de la majorite des CCC, et de ce fait que ('utilisation 
des anticorps anti-PTHrP ou des antagonistes des RPTH1 constitue un outil 
therapeutique chez Phomme tres prometteur pour lutter contre ce fleau. 
L'ensemble des resultats presentes icl in vitro et in vivo vont largement dans ce 
sens. 

10 
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REVENDICATIONS 

1 . Utilisation d'au moins un antagoniste de ia PTHrP dans la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a traiter, de maniere preventive ou 

5 curative, un cancer du rein et en particulier le carcinome a cellules renales (CCR) 
chez le mammifere et en particulier chez I'homme. 

2. Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee en ce que la 
composition est destinee a traiter le carcinome papillaire (chromophiles), le 

10 carcinome a cellules chromophobes, le carcinome de Bellini ou les carcinomes a 
cellules renales non classees, ou de preference le carcinome a cellules claires 
(CCC). 

3. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce 
15 que la composition est destin§e a inhiber ou diminuer la croissance tumorale et/ou 

la formation de metastases dans le cancer du rein et/ou ses Evolutions 
metastatiques, en particulier au niveau du poumon et du foie. 

4. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce 
20 que la composition est destin6e au traitement de tumeurs malignes du cancer du 

rein, plus specifiquement au traitement de tumeurs malignes solides. 

5. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce 
que Tantagoniste de la PTHrP est une substance se liant au r6cepteur de la 

25 PTHrP inhibant de maniere partielle, voire totale, la liaison de la PTHrP £ son 
recepteur. 

6. Utilisation selon la revendication 5, characterise en ce que Tantagoniste de 
la PTHrP est un antagoniste du recepteur de la PTHrP, et de preference un 

30 antagoniste competitifde la PTHrP. 

7. Utilisation selon Tune des revendications 5 et 6, caracterisee en ce que 
Tantagoniste de la PTHrP est choisi parmi des peptides de la PTH ou de la PTHrP 
comprenant une substitution ou une deletion d'au moins un acide amine de la 
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sequence de la PTH ou de la PTHrP ou une sequence partielle du peptide PTH ou 
PTHrP, eventuellement comprenant une substitution ou une delation d'au moins 
un acide amine de leur sequence. 

5 8. Utilisation selon Tune des revendications 5 a 7, caracterisee en ce que 

Tantagoniste de la PTHrP est choisi parmi la PTHrP (3-34), PTHrP (7-34), PTHrP 
(8-34), PTHrP (9-34), PTHrP (10-34), leurs amides et leurs variants. 

9. Utilisation selon Tune des revendications 5 a 7, caracterisee en ce que 
10 Tantagoniste de la PTHrP est un antagoniste non peptidique. 

10. Utilisation selon Tune des revendications 5 a 7, caracterisee en ce que 
Tantagoniste de la PTHrP est un deriv§ du TIP. 



15 11. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, caracteris6e en ce que 

Tantagoniste de la PTHrP est une substance se liant a un ligand du recepteur de 
la PTHrP en inhibant de maniere partielle, voire totale, la liaison de PTHrP a son 
recepteur. 



20 12. Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee en ce que 

Tantagoniste de la PTHrP est un anticorps anti-PTHrP, et de preference un 
anticorps anti-PTHrP humanise. 

13. Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee en ce que 
25 Tanticorps anti-PTHrP est choisi parmi un anticorps humanise, un anticorps 
humain, un anticorps chimerique, un anticorps obtenu d partir d'un hybridome ou 
un fragment de ces anticorps et/ou une forme modifiee dudit fragment 



14. Utilisation selon Tune des revendications 12 et 13, caracterisee en ce 
30 que Tanticorps anti-PTHrP est un anticorps polyclonal ou de preference 
monoclonal. 
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15. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 
I'antagoniste de la PTHrP est une substance se liant a I'ARNm ou au gene de 
PTHrP en inhibant, de maniere partielle, voire totale, I'expression de PTHrP. 

5 16. Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee en ce que 

I'antagoniste de la PTHrP est un oligonucleotide antisense de la PTHrp, un ARNi, 
un facteur de transcription reprimant I'expression du gene de la PTHrP, ou une 
substance diminuant la stabilite de PARNm de la PTHrP 
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Figure 4 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Figure 8 
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Figure 9 
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Figure 10 
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Figure 16 
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Figure 17 
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Figure 18 
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Figure 19 
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Cadre I Observations - lorsqu'll a €t£ estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire Pobjet d'une recherch & 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 
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1 . (I Les revendications n 03 
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— se rapportent a des partes de la dsmande Internationale qui ne rempllssent pas sufflsamment ies conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulien 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3. rj Les revendications h 08 

— sont des revendications dependantes et ne sont pas redlgees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 
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1 . I I Comme toutes les taxes additionnelies ont ete payees dans les delais par le deposant le present rapport de recherche 
' — I Internationale porta sur toutes les revendications pouvant faire i'objet cf une recherche. 

2. CD Comme toutes les recherches portant sur lea revendications qui s*y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 

justifiant une taxe additionnelie, I'administration n'a solliclte le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seuiement des taxes additionnelies demandees a ete payee dans les delais par le deposant le present 
I — ■ rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour iesqueiles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 08 



4. I I Aucune taxe adcfitionnelle demanded n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence, le present rapport 
' — J de recherche Internationale ne porte que sur rinvention mentionn6e en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 08 
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| | Le paiement des taxes additionnelies n'etalt assort! d'aucune reserve. 
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Suite du cadre 1.2 

Revendi cat ions nos.: 1-11, 15 et 16 (toutes partiellement) 



Les revendi cations 1-11, 15 et 16 (toutes partiellement) presentes ont 
trait a 1 'utilisation d'un compose definl en faisant reference a une 
caracteristique ou propriete souhaitable, a savoir d'§tre un antagoniste 
de la PTHrP f 

Les revendi cations couvrent tous les composes presentant cette 
caracteristique ou propriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de 1'Article 6 PCT et/ou un expose au sens de "['Article 
5 PCT que pour un nombre tres limite de tels composes. Dans le cas 
present, les revendi cations manquent de fondement et la demande manque 
d'expos6 a un point tel qu'une recherche significative sur tout le 
spectre couvert par les revendi cations est impossible. Independamment 
des raisons evoquees ci-dessus, les revendi cations manquent aussi de 
clarte. En effet, on a cherche a definir le compose au moyen du rSsultat 
a atteindre. Ce manque de clarte est, dans le cas present, de nouveau 
tel qu'une recherche significative sur tout le spectre couvert par les 
revendi cat ions est impossible. En consequence, la recherche n'a ete 
effectuee que pour les parties des revendications dont I'objet apparaTt 
§tre clair, fonde et suffisamment expose, a savoir les parties concernant 
les composes tels que definis en partie dans la revendicatlon 8 et le 
variant tel que mentionne dans la description a la page 8, ligne 2, ainsi 
que le derive du TIP, tel que mentionne a la page 8, lignes 6 a 11 de la 
description. 

(.'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par VOEB 
agissant en qualite d' administration charg§e de 1'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifies, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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